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論文内容要旨
 ラット胸腺由来上皮性細胞株IT-45R1は骨髄中のTリンパ球前駆細胞に作用しその培養上
 清(STEL)のみでThy.1抗原を,又株細胞との直接々触でロゼット形成能を誘導し,Tリン
 パ球の分化を促進する事が報告された。そこでSTELの胸腺細胞に対する分化促進作用をまず
 検討した。さらに分化誘導をうける細胞はどんな形質を持ったものかを吟味するために密度勾配
 法で分画した各胸腺細胞群について解析を行った。その結果胸腺細胞の分化に関して非常に興味
 ある考えが示唆された。
 実験方法は,①Mitogen(ConA,PHA,IL-2)と72h培養し反応性を計測,α一Thy.1
 serumとC'によるcytotoxictest,GRBCとFCSでロゼット形成。②細胞の大きさ及び
 Thy.1抗原量をFACSで解析。③分化誘導リンパ球をSTELと24h培養し再調整後使用。
 ④胸腺リンパ球の分画,Percoll不連続密度勾配法で3分画に分離,上から順に分画1.2.3とし
 て使用。⑤invitroの3H-TdRの取り込み,5×105ce11/溜に3H-TdR(1μCi/we11)を4
 hpulselabe1した後取り込み量を計測。⑥上述の様にロゼットを形成させ,その後ロゼット形
 成細胞(RFC+)と非形成細胞(RFC一)に分離し使用。
 1)STELの胸腺細胞mitogen反応性増強効果。STELはラット胸腺細胞に作用してConA,
 PHA-Pに対する反応性を有意に増強させる。この効果はmitogenとの培養時間とは無関係であ
 る。一方,この増強効果がSTELの濃度に依存している事が示され,又この効果発現にはSTEL
 との12h以上の培養が必要であった。2)各分画の特長,Perco11により胸腺細胞を次の3つの
 細胞群に分画出来た。分画1(Fr.1:Thy.1+≠40%,RFC+‡40%)は高いmitogen反応性と
 3H-Thymidine(3H-TdR)の取り込みを示す大型の細胞群で細胞当りのThy.1抗原量は他の
 分画細胞に比べ少い。分画2(Fr・2:Thy・1+≠90%,RFC+牛70%)はmitogep反応性及び3H-
 TdRの取り込みが低く,IL-2存在下でConA反応性が増強する。この分画は中程度の大きさ
 を持つ細胞を中心に構成されているが他に比べやや不揃いである。分画3(Fr.3:Thy.1+卓
 100%,RFC+ヰ90%)はmitogen反応性が全くなく,IL-2の影響も観察されなかった。FACS
 での解析から小型で非常に均一な細胞群である事がわかった。回収率からもこの細胞が皮質に存
 在する小型リンパ球であると考えられる。3)STELによる分化誘導Fr.1の細胞群でThy.1
 抗原陽性細胞率が減少するのが認められ,FACSを用いた解析からは,STELが細胞当りの丁地
 1抗原量を減少させる事がわかった。Fr.2の細胞でmitogen反応性が増強する事が認められた。
 さらにロゼット形成率も減少し,STELは胸腺細胞のロゼット形成能にも影響を与える事が判明
 した。Fr.3ではSTELによる形質変化は一切認められなかった。4)invitroでの3H-TdRの
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 取り込み及び生残率の動態。各分画細胞について3H-TdRの取り込みと生残率を5日間調べた。
 Fr.1及び2は3H-TdRの取り込みが一定値まで徐々に減少し,その後は一定量取り込み続ける
 のに対し,Fr.3は2日目でほぼ完全に取り込まなくなる。生残率もFr.1及び2が緩やかに減少
 するのに対して,Fr.3は急激に減少した。Fr.3の細胞群はmitogenやIL-2にも反応せず,
 又STELによる分化誘導もうけない。特にFr.3についての上記の結果は胸腺内で大半の細胞が
 死んで行くと言われる事実によく一致する。すなわちFr.3は胸腺細胞のうち死んで行く細胞群
 と考えられる。5)ロゼット形成能を用いた細分画。分画1・2の細胞をRFC+とRFC一に分離し
 た。Fr.1-RFC一は34000cpmと高いmitogen反応性を示すが3H-TdRの取り込みは34000
 cpmと低い。一方Fr.1-RFC+は130000cpmと著しく高い3H-TdRの取り込みを示すが
 mitogen反応性はほとんどない。0-timeの3H-TdRの取り込みはその細胞のinsituの分裂能
 を反映すると考えられ,Fr.1-RFC+が極めて強い分裂能を持つ事が示唆された。'STELの影響
 を調べると,mitogen反応性についてはFr.1-RFC一は全く影響を受けず,Fr.1-RFC+はIL
 -2存在下でConA反応性が2倍に増強した。一方Fr.2では両者ともSTELによるmitogen反
 応性増強が認められた。又Fr.1のThy.1抗原の減少はFr.1-RFCのThy.1陽性細胞がSTEL
 で誘導をうけたものである事が判明した。このFr.1-RFC一はmitogen反応性から髄質の成熟
 したリンパ球と考えられる。Fr.1-RFC+は高い3H-TdRの取り込みから皮質表層に認められ
 る大型で,分裂を盛んに行っている最も未熟な細胞群であろうと考えられる。
 以上の結果から,胸腺リンパ球の分化は少なくとも2つの方向性が考えられる。即ち,大型で
 mitogen反応性が低く,分裂が盛んな最も未熟な細胞(Fr.1-RFC+)から,胸腺液性因子の影
 響を受け,ロゼット形成能を失い(Fr.2-RFC+),mitogen反応性が増強し(Fr.2-RFC一),
 最終的にThy.1抗原を失なう細胞への段階的な成熟(①Fr.1-RFC+→Fr.2-RFC+→Fr.2-
 RFC一→Fr.1-RFC一)と,おそらく胸腺内で死んでいくであろう細胞(Fr.3)の形成(Fr.1-
 RFC+→FL3)とである。
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 審査結果の要旨
 Tリンパ球は胸腺の微小環境の影響下で成熟するとされながら,胸腺内でのリンパ球の分化・
 成熟には不明のことが多い。従来,胸腺の表層に存在する大型の細胞は,その分裂能や急性退縮
 からの回復初期における態度などから,最も未熟な細胞であり,以後血球分化の通念に従い,増
 殖と分化に伴って小型化すると解釈された。一方,リンパ球は分化に伴い皮質から髄質へ移ると
 され,髄質の中等大の細胞が最も成熟したものという考えもあり,また,皮質の小型細胞が大型
 細胞へ分化するという考えも出されている。
 本研究では,ラット胸腺リンパ球を不連続密度勾配遠心法により,主として大型の軽い細胞群
 (分画1),やや大きさのまちまちな中等度の密度の細胞群(分画2),小型の重い細胞群(分画
 3)に分け,その各分画につき,Thy1抗原,モルモット赤血球ロゼット形成(GRFC),マ・
 イトージェン反応性およびそれらの形質の胸腺上皮細胞株IT-45R1培養上清処理による変化
 が検討された。さらに分画1,2の細胞をGRFC処理の後再遠心し,RFC陽性細胞群と陰性
 細胞群に分け,その各亜分画につき分裂能,Thy1抗原密度,マイトージェン反応性とそれに対
 するIT-45R1培養上清及びインターロイキン2の影響が検討された。これらの成績を総合し
 た結果,胸腺内でのTリンパ球の分化は,胸腺表層の大型細胞(分画1,RFC陽性)が胸腺液
 性因子の影響によりRFCが低下し,マイトージェン反応性が上昇して,おそらく髄質にあると
 考えられるThy1抗原も失った細胞(分画1,RFC陰性)となって末梢に出るというものと考
 えるに至った。一方,分画3の小型細胞は,胸腺皮質の大部分を占める最も特徴的な胸腺細胞で
 あると思われるが,Thy1,RFCなどの未熟形質を高度に有しながら,分裂能,マイトージェ
 ン反応性は低く,それはIT一'45R1培養上清やインターロイキン2によっても影響を受けにく
 く,ガラス器内での生存細胞率は分画1,2に比較して著しく急速に低下することなどから,胸
 腺内で死ぬとされる細胞群がこれに該当すると考えられた。従って,胸腺の機能の一つとして,
 Tリンパ球の分化・成熟に平行して,リンパ球の選別と排除があることが示唆された。
 以上のように,この論文の成績とそれに基づく論旨は,胸腺内丁リンパ球の分化機構の解明に
 新しい視点を与えるものでもあり,学位授与に価するものと考える。
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